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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum subtyp- oder/und speziesiibeigreifenden Nachweis von Hl-Viren in einer 
Probe sowie dazu geeignete Oligonukleotide. 
5 Der Nachweis von HIV ist von groBer Bedeutung in der analytischen Diagnostik. Es existiert eine Anzahl von Nach- 
weis verfahren, die auf der immunologischen Detektion von HTV-spezifischen Antikorpern, HTV-eigenen Proteinen, bei- 
spielsweise der Reversen Transkriptase, oder von HTV-spezifischen Nukleinsauren beruhen. 

Da HTV und dessen genetisches Material nur in sehr geringen Konzentrationen in Korperflussigkeiten vorkomrnen, ist 
die Sensitivitat der Nachweisverfahren ein wichtiger Faktor fur die Verwendbarkeit solcher Verfahren. 
10 Aus diesem Grund wird derzeit die PGR (Polymerase Chain Reaction), die auf einer Amplifikation der nachzuweisen- 
den Nukleinsauren beruht, in zunehmendem MaBe verwendet. Anwendungen dieses \ferfahrens zurn direkten Nachweis 
von HTV sind beispielsweise in EP-B-0 200 362 und EP-B-0 201 184 beschrieben. 

Die PGR oder Polymerase-Kettenreaktion erlaubt die Amplifikation von Nukleinsaureabschnitten rnit Hilfe von Oli- 
gonukleotiden, sogenannten Primern, die spezifisch rnit den nachzuweisenden Nukleinsauren hybridisieren. Dabei ent- 
15 stehen Amplifikationsprodukte, welche wiederum rnit weiteren spezifischen Oligonukleouden, sogenannten Sonden, de- 
tektiert werden konnen. 

Voraussetzungen fur eine erfolgreiche PCR zum Nachweis von HIV ist erstens eine moglichst genaue Obereinstim- 
mung der komplementaren Basenfolge der verwendeten Primer rnit derjenigen der nachzuweisenden Nukleinsaure, da- 
mitdie Hybridisierung moglichst spezifisch ist Andererseits ist es jedoch auch vorteilhaft, moglichst viele \ferianten von 

20 HIV rnit denselben Primern amplifizieren zu konnen. Seit der Entdeckung des HTV-1 wurde festgestellt, dass die Nukle- 
insauresequenzen von Hl-Viren unterschiedlicher Provenienz sich unterscheiden. Die unterschiedlichen lypen von TflV- 
1 werden ublicherweise als Subtypen bezeichnet. Derzeit sind mindestens 9 Subtypen bekannt, die als Subtypen A bis H 
und O bezeichnet werden (Human Retroviruses and AIDS, Los Alamos, Natl. Laboratory, Los Alamos, New Mexico, 
1994; Herausgeber G. Meyers et al., I-A-l). Bisher wurden noch keine Primer oder Sonden entwickelt, rnit denen sarnt- 

25 liche bekannten Subtypen von HIV-l erkannt werden konnen. Weiterhin ware es von Vorteil, zusatzlich auch HIV-2 und 
dessen Subtypen mit denselben Primem und Sonden erkennen zu konnen. Von HIV-2 sind derzeit die Subtypen A, B, C 
und D bekannt 

In der europaischen Patentanmeldung EP 0 403 333 werden Primer und Sonden beschrieben, die jeweils mit Basense- 
quenzen aus konservierten Regionen der gag-, vpr- und pol-Gene der HIV-l-Isoiate Bru, Mai und Eli sowie mit den ent- 

30 sprechenden Regionen von HIV-2 ROD und SIV Mac hybridisieren. Weiterhin werden Primer und Sonden offenbart, die 
jeweils mit Abschnitten aus den env-, nefl-, vifl- und vpr-Genen von HEV-1 Bru, Mai und Eli hybridisieren, sowie sol- 
che, die mit Abschnitten aus den nef2-, vif2- und vpx-Genen von HIV-2 ROD und SIV Mac hybridisieren. Obwohl ei- 
nige dieser Oligonukleotide offenbar speziesiibergreifend hybridisieren, ist nichts dariiber ausgesagt, welche Subtypen 
der einzelnen Viren erkannt werden. 

35 In der europaischen Patentanmeldung EP 727 497 sind Primer und Sonden offenbart, die einen Sequenzabschnitt aus 
dem pol-Gen von HTV-1 amplifizieren und dadurch funf Subtypen von HTV-1 erkennen konnen. 

EP 0 617 132 offenbart ebenfalls Primer und Sonden zum Nachweis von HIV-l, die in der Lage sind, zwischen HIV-l 
und seinen phylogenetisch nachsten Verwandten zu unterscheiden, wie etwa HTLV-II oder HTV-2. Die dort ausgewahlten 
Oligonukleotide hybridisieren mit einer Reihe von Regionen aus dem HTV-Genom, einschliefilich des LTR und der mei- 

40 sten Strukturgene. 

Da es bisher noch kein Primerpaar gibt, welches fur einen subtyp- oder/und speziesubergreifenden Nachweis geeignet 
ist, werden derzeit haufig mehrere Primerpaare zur Amplifikation eingesetzt. Dies fuhrt jedoch einerseits zu erhohten 
Reagenzkosten und andererseits zu einer erheblich kbmplexeren PCR. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war daher die Bereitstellung eines Verf ahrens zum subtyp- oder/und speziesuber- 
45 greifenden Nachweis von HI- Vixen in einer Probe. Insbesondere war es eine Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren be- 
reitzustellen, mit dem mehr Subtypen von HIV-l und/oder HIV-2 detektiert werden konnen, als es bisher moglich war. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost durch ein Verfahren zum subtyp- und/oder speziesubergreifenden Nach- 
weis von Nukleinsauren von HI- Viren in einer Probe durch 

Hybridisierung der Nukleinsauren mit mindestens einem mit HIV-Nukleinsauren spezifisch hybridisierenden Oligonu- 
50 kleotid, welches mindestens 10 aufeinanderfolgende Nukleotide aus 

(i) einer hochkonservierten Region der LTR-Region, des gag-Gens oder des pol-Gens von HIV, dargestellt durch 
eine der in SEQ ID NO: 1 bis 13 angegebenen Sequenzen, 

(ii) einer entsprechenden Region eines anderen Hl-Virusisolats, 

55 (iii) einer entsprechenden Region einer Konsensussequenz aus mehreren Hl-Virusisolaten, 

oder dazu komplementaren Sequenzen enthalt. 

Bevorzugt wird diese Aufgabe gelost durch ein Verfahren zum subtyp- und/oder speziesubergreifenden Nachweis von 
Nukleinsauren von HI- Viren in einer Probe durch 
60 Hybridisierung der Nukleinsauren mit einer Oligonukleotidkombination, umf assend zwei oder mehr mit HIV-Nuklein- 
sauren spezifisch hybridisierende Oligonukleotide, die jeweils mindestens 10 aufeinanderfolgende Nukleotide aus 

(i) einer hochkonservierten Region der LTR-Region, des gag-Gens oder des pol-Gens von HIV, dargestellt durch 
eine der in SEQ ID NO: 1 bis 13 angegebenen Sequenzen, 
65 (ii) einer entsprechenden Region eines anderen Hl-Virusisolats, 

(iii) einer entsprechenden Region einer aus mehreren Hl-Virusisolaten abgeleiteten Konsensussequenz, 

oder dazu komplementaren Sequenzen enthalten, und 
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Das erfindungsgemaBe Verfa^n ennogucn mbghch war. Der s » bt yP UDe ^. ^ oiigonukleotidkom- 

gretfender Nachweis) als es einer einzigen Sonde <^er emer eumgen f herkonunlichen 5 

S mindestens 2 Subtypen einer 3«^SSStaSS erwahnt, ist es bisher mcht mOgbch einem einzigen 

Cation detektiert werden kbnnen ^le bereits ooen RIV-1 nut einer el ^f*° *°XnesgemaBe \ferfahren 

Kweisverf ahren die *^^ B ^^2£SS^ » ^^SeiSluS^ C > fn Verbindung mit 
AmpUfikationsprimerpaarbestehendaus^ 
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Sypubergreifen^ Spezies von 

P Das erfindungsgemaBe Verfahren bejuW^m^ p ^ ^ OUgonuk leotide 10 

von spezifischen OUgopukleoUden^e .^*^f Nuklei nsau remolekuL Im ™ «■ 
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noch starker bevorzugt 10 bis iV xyribonuk leotiden und Ohgonbonuiaeou . Reste, beispiels- 

scheidet man auch bier zwischen Ohgodesoxy der Wasse rstoff der Hydroxygruppe W<^6 W eiterhin konnen 
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Basen in der Lage sind. Zu den Basen g . ^ einstrg ngigen Nukleinsauie hy- 

wie etwaDeaza-G. oiieonukleotid, welches mit einer zw / lten 'S^dienenden zweiten Nukleinsaure 

Ein OUgonukleotidpnmer ist ein < phgonuK ' p t erase e ndang der als Matnz* dienen Norma i er weise 
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SL die jeveUignn hybridiston ton »° d ^"SSTefmStoSiee OllgonuU^ 

tide, die zwar auch als Primer um somit einen Nukleinsauret^n Funktion nach unterschei- 

kleinsaureabschmtten spezifisch zu ^ und Sonde, die sich ledigucn inre ~ n enthalten, 

SS "Oligonukleotid" ^^^^ndeten OUgonukleotide .konnen ^Mgw aufweisen. 
den Die im erfindungsgemaBen Vertahren ^besondere sind es du ^ n ^ bsctoitten verstanden. Ein be- 

wie etwa radioaktive Marker _otoHgg^ von Nuklei nsauren oder Nukteu^ureabs cbm ^ e 
Unter Amplifikation wird die Y*™f * Ug f erwah nte PCR. Bei <^ esem Ve ^ A^n werden die Amplifikations- 
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typ zu erkennen, sondem sie miissen eine Basensequenz aufweisen, die eine Hybridisierung mit moglichst vielen oder 
sogar alien bekannten Subtypen von HTV-1 oder von HTV-2 oder sogar von beiden erlaubt 

Zu diesem Zweck wahlt man normalerweise die Oligonukleotide aus relativ konservierten Regionen des Genoms der 
nachzuweisenden Viren aus und verwendet dann die jeweilige Komplementarsequenz. Aus dem Stand der Technik sind 
5 bereits einige hochkonservierte Regionen bekannt (siehe oben). Konservierte Regionen sind Nukleinsaureabschnitte auf 
dem Genom von HIV, die im Vergieich zum Rest des Genoms nur sehr geringe Unterschiede in der Basensequenz auf- 
weisen. In diesem Zusammenhang spricht man auch von Basenidentitat, die in Prozent ausgedriickt wird, oder von Ho- 
mologie. 

Oberraschenderweise wurden nun in der vorliegenden Erflndung Oligonukleotide gefunden, die sowohl einen subtyp- 

10 iibergreifenden Nachweis als auch einen speziesubergreifenden Nachweis von HIV ermoglichen. Diese Oligonukleotide 
hybridisieren mit neu entdeckten hochkonservierten Regionen von HTV Diese befinden sich in der LTR-Region, dem 
gag- und dem pol-Gen. Diese Regionen sind relativ klein, sie erlauben mit einer durchschnittlichen Lange von 50 bis 100 
Nukleotiden jedoch die Hybridisierung mit einem oder mehreren Oligonukleotiden. Die Festlegung der Regionen des 
HTV-Genoms basiert hierin, wie auch in den meisten zitierten Dokumenten des Stands der Technik, auf der Nummerie- 

15 rung des HIV-l-Isolats HXB2, wie veroffentlicht in: Wong-Staal et al., Nature 313, 277-284 (1985). Die Sequenzen die- 
ser neuen hochkonservierten Bereiche sind jeweils in den SEQ ID NO. 1 bis 13 angegeben, deren Sequenzen sich auf die 
Sequenz von HIV-1 HXB2, Zugangsnummer K03455 der HTV Sequence Data Base (http://HIV-web.ianLgov./) bezie- 
hen. Die Lage der hochkonservierten Sequenzen ist wie folgt: 
SEQ ID NO. 1: LTR-Region, Position 504-565, Lange 62 Nukleotide 

20 SEQ ID NO. 2: gag-Gen, Position 761-822, Lange 62 Nukleotide 
SEQ ID NO. 3: gag-Gen, Position 1786-1847, Lange 62 Nukleotide 
SEQ ID NO. 4: poi-Region, Position 2307-2360, Lange 54 Nukleotide 
SEQ ID NO. 5: pol-Gen, Position 2376-2434, Lange 59 Nukleotide 
SEQ ID NO. 6: pol-Gen, Position 2568-2632, Lange 65 Nukleotide 

25 SEQ ID NO. 7: pol-Gen, Position 3093-3 145, Lange 53 Nukleotide 
SEQ ID NO. 8: pol-Gen, Position 4131-4207, Lange 77 Nukleotide 
SEQ ID NO. 9: pol-Gen, Position 4333^399, Lange 67 Nukleotide 
SEQ ID NO. 10: pol-Gen, Position 4638-4696, Lange 59 Nukleotide 
SEQ ID NO. 11: pol-Gen, Position 4884-4984, Lange 101 Nukleotide 

30 SEQ ID NO. 12: pol-Gen, Position 5034^-5095, Lange 62 Nukleotide 
SEQ ID NO. 13: pol-Gen, Position 4410-4506, Lange 97 Nukleotide. 

Die erfindungsgemaB geeigneten Oligonukleotide weisen bevorzugt Basensequenzen auf, die innerhalb der oben ge- 
nannten hochkonservierten Regionen oder deren Komplementarsequenzen liegen. 

Der Begriff "iiberlappen" soli hierin so verstanden werden, daB die erfindungsgemaBen Oligonukleotide jeweils mit 

35 mindestens 10 aufeinanderfolgenden Basen aus einer der hochkonservierten Regionen iiberlappen. 

Bevorzugt uberlappen die Oligonukleotide mit jeweils einer der Regionen mit den SEQ ID NO: 4, 5, 9, 10 und 13, be- 
vorzugt 4, 5, 9 und 10. In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform uberlappen die Oligonukleotide mit jeweils einer 
der Regionen mit den SEQ ID NO: 6, 8, 10, 11 und 13. 

Obwohl die hochkonservierten Regionen in Bezug auf ein einziges HIV-l-Virusisolat angegeben sind, weist naturlich 

40 der Begriff "hochkonservierte Region" iiber eine einzige spezifische Sequenz hinaus und umfasst somit alle entsprechen- 
den Regionen von verschiedenen HTV-Stammen oder -Isolaten, die mit HIV-1 oder mit HTV-2 verwandt sind. Erfin- 
dungsgemaB geeignete Oligonukleotidsequenzen konnen auch eine Basensequenz aufweisen, die eine Konsensusse- 
quenz aus hochkonservierten Regionen von mehreren Hl-Virusisolaten oder -stammen darstellt. D. h. dass beispiels- 
weise eine Basenabfolge von mehreren Basen einem HI- Virusisolat entspricht und eine weitere Basenabfolge im selben 

45 Oligonukleotid einem anderen HI- Virusisolat entspricht. Das Oligonukleotid enthalt dann heterologe Basenfolgen. Be- 
vorzugt umfassen die Oligonukleotide jeweils mindestens 10 aufeinanderfolgende Nukleotide aus einer der zuvor ge- 
nannten Regionen. Starker bevorzugt enthalten sie 15 bis 30 solcher Nukleotide. 
Das erfindungsgemaBe Verfahren umfasst mindestens die folgenden Schritte: 

50 (a) Inkontaktbringen einer Probe mit dem/den Oligonukleotid(en) unter Bedingungen, bei denen eine Hybridisie- 

rung des/der Oligonukleotide(s) mit in der Probe vorhandenen HIV-Nukleinsauren, ausgewahlt aus HTV-1 oder/und 
HIV-2, erfolgt, 

(b) Bestimmen des Vorhandenseins oder/und der Menge von HTV-Nukleinsauren in der Probe. 

55 In Schritt (b) wird bevorzugt ein Amplification sschritt durchgefuhrt 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens gemaB der Erfindung wird der subtyp- oder/und speziesttber- 
greifende Nachweis von HI- Virusnukleinsauren dadurch ermoglicht, dass mindestens zwei erfindungsgemaBe Oligonu- 
kleotide verwendet werden. Bevorzugt werden diese Oligonukleotide als Amplifikationsprimer eingesetzt dergestalt, 
dass sie beispielsweise jeweils nahe an einem Ende einer der hochkonservierten Regionen hybridisieren und somit bei 

60 der Amplification (bevorzugt PGR) ein Ampliflkationsprodukt erzeugen, welches einem Abschnitt der betreffenden 
hochkonservierten Region entspricht Der Nachweis dieses Amplifikationsproduktes und somit der HIV-spezifischen 
Nukleinsaure kann dann mit Hilfe einer Sonde erfolgen, die entweder eines der als Primer verwendeten Oligonukleotide 
ist oder ein zusatzliches Oligonukleotid, welches innerhalb der amplifizierten Sequenz hybridisiert. Der \forteil dieser be- 
vorzugten Ausfuhrungsform ist, dass ein einziges Oligonukleotid oder Primerpaar ausreicht, urn subtyp- oder/und spe- 

65 ziesubergreifend Hl-Viren nachzuweisen. 

Statt der Verwendung einer Sonde zum Nachweis des Amplifikationsprodukts konnen auch beispielsweise DNA-bin- 
dende Reagenzien, wie etwa ein DNA-bindender Farbstoff (z. B. Sybergreen) bei der Detektion verwendet werden 
(WO 97/46707). 
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zifiscb und/oder speziesspezihsch, so daB nut .„ verW endet, wobei min- 

kleoudkombindation 

komplementarenSequenzenenthalten. erfindungsgemaBe 
Verfahren geeignet sind. Dies ^. g °™ n diese Oligonucleotide aus naturhchen <* e ^y n , in dem erfindungsge- 

--^&^=^«=^*»^ 

maBe n Verfahren vervvendeten ^S° n f^ l 32 p] . marki erte NukleoUde. aufei nanderfolgende Nukleo- 

"EE^ o£££ S JESSES OhgLukleotid, welches nundestens 10 aufeinan 

tide3US ir vonH IVdargesteUtdurcheinederinSEQIDNO:4 ( 5,9oderlO 

(i) einer hochkonservierten Region des pol-Gens von HIV, darges 

SfSSTSSSSi Region eines ^^S^laten stammenden Konsensusseouenz , oder dazu 
0U) einer entspreche^ 11 Region «««5£™g Z NO: 14 bis 25 dargestellten Sequenzen enthalt. 
Uplementaren Sequent oder erne der SEQ ID «ro ID NO 14 bis 25 dargestellten Oligonu- 

• , a .rfindunesEemaBe OUgonukleotid eines der in den JJQJJ'JJ g0 Nukle otide. Besonders bevor- 
Bevorzugt tst das ^^f^^aBenOligonukleotids betragt bevorzugt 10 bis 8U in AuB erdem ist es 

,deotide DieLangedeserfindW 

zugt umfasst es ungefahr 20 bis ju »^ S elbstkomplementantat am 3 -Ende : a ^T™ hUeBlich auS den Basen C 
vorteilhaft, wenn die Ohgonukleotide ta»W BaJ £ nabfo lge, die vorwegend^er^hbem! nukleo - 
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disieren. Besonders bevorzugte Primerpaare sind solche, bei denen innerhalb dieses von den Primern amplifizierbaren 
Bereiches eine weitere HTV-spezifische Sequenz liegt Diese Sequenz kann dann bevorzugt verwendet werden, um mit 
Hilfe einer fur sie spezifischen Sonde die Amplifikationsprodukte nachzuweisen. Die erfindungsgemaBen Oligonukleo- 
tide sind bevorzugt mit mindestens einer der oben genannten Markierungsgruppen versehen. 
5 Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist somit aucb eine Kombination von zwei oder mehr Oligonukleoti- 
den, welche beide die oben genannten erfindungsgemaBen Eigenschaften aufweisen und die in ihrer Gesamtheit fur den 
subtyp-und/oder speziesubergreifenden Nachweis von Hl-Viren geeignet sind. 

Weiterhin umfaBt die Erfindung Kombinationen von Oligonukleotiden. Bevorzugt sind Kombinationen aus minde- 
stens zwei Oligonukleotiden, die jeweils mindestens 10 aufeinander folgende Nukleotide aus 

10 

(i) derselben hochkonservierten Region der LTR-Region, des gag-Gens oder des pol-Gens von HIV, dargestellt 
durch eine der in SEQ ID NO: 1 bis 13 angegebenen Sequenzen, 

(ii) einer entsprechenden Region eines anderen Hl-Virusisolats, 

(iii) einer entsprechenden Region einer aus mehreren rfl-Virusisolaten abgeleiteten Konsensussequenz, 

15 

oder dazu komplementaren Sequenzen enthalten. 

Noch ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung ist eine Kombination von mehreren Oligonukleotiden, wobei 
mindestens zwei erfindungsgemaBe Oligonukleotide vorliegen, sowie weitere Oligonukleotide, welche jeweils eine fur 
einen einzigen Subtyp von HIV-1 oder/und HIV-2 spezifische Sequenz enthalten, wobei die Gesamtheit der Oligonukleo- 
20 tide in der Oligonukleotidkombination einen subtyp- oder/und speziesubergreifenden Nachweis von Hl-Viren erlaubt. 

Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung eines Reagenzienkits, der mindestens ein er- 
findungsgemaBes Oligonukleotid oder eine erfindungsgemaBe Oligonukleotidkombination als Primer oder als Sonden 
zum Nachweis von Hl-Viren oder deren Nukleinsauren, sowie zur Durchfuhrung einer Hybridisierung und Amplifika- 
tion von Nukleinsauren in einer Probe geeignete Mittel umfasst. 
25 AuBerdem betrifft die Erfindung die Verwendung von Oligonukleotiden oder Oligonukleotidkombinationen als Primer 
oder/und Sonden zum Nachweis von Hl-Viren, insbesondere zum subtyp- und/oder speziesubergreifenden Nachweis. 

Die nachfolgenden Beispiele sollen die vorliegende Erfindung in veranschaulichender, aber keinesfalls erschopfender 
Weise erlautern. 

30 Beispiele 

Beispiel 1 

Sensitivitat, Spezifitat und dynamischer Messbereich anhand einer HEV-Piasma-Verdunnungsreihe 

35 

Zur Untersuchung von Blutproben wurde RNA aus HIV-positivem Plasma mit einer Ausgangskonzentration von 
15.000 Genomaquivalenten (geq) HIV pro ml isoliert. Dieses Plasma wurde sukzessive um den Faktor 10 in negativem 
Plasma verdunnt und nach Probenvorbereitung jeweils in Doppelbestimmungen mit den entsprechenden Primerpaaren 
amplifiziert. Als Kontrollen dienten ein HTV-negatives Plasma und Wasser. Zur Bestimmung der Spezifitat wurde zusatz- 
40 lich ein HBV- und ein HCV-positives Plasma mitprozessiert. Nach Amplifikation wurden alle Proben gemessen (ECL- 
Detektion, Elecsys® 1010). 

1. Probenvorbereitung 

45 Zunachst wurden 420 pi Plasma mit 80 pi Proteinase K (25 mg/ml) gemischt und einige Sekunden gevortext Dann 
wurden 500 pi Lysepuffer (5,4 M Guanidinium-Thiocyanat, 10 mM Harnstoff, 10 mM Tris-HCi, 20% Triton X100, pH 
4,4) hinzugegeben, der 1 pg Carrier-RNA (PolyA/ml) enthielt Die Mischung wurde gevortext und anschlieBend fur 10 
Minuten bei Raumtemperatur geschuttelt. Dann wurden 500 pi Isopropanol-MGP hinzugegeben (6 mg magnetische 
Giaspartikel in Isopropanol). Das Gemisch wurde wieder gevortext und anschlieBend fur 20 Minuten bei Raumtempera- 

50 tur geschuttelt. Die MGPs wurden mittels Magnetseparation von der Losung getrennt. Der Uberstand wurde abgenom- 
men und verworfen. 750 pi Waschpuffer (20 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 70% Ethanoi) wurden hinzugegeben, 
die MGPs wurden durch Vortexen resuspendiert, und es wurde eine erneute Magnetseparation durchgefuhrt. Der Wasch- 
vorgang wurde insgesamt 5 x wiederholt, und schlieBlich wurden 100 pi DEMC-Wasser zur Elution hinzugegeben. Es 
wurde 15 Minuten bei 80°C geschuttelt und dann eine weitere Magnetseparation durchgefuhrt 10 pi des Eluats wurden 

55 fur eine RT-PCR eingesetzt. 

2. Verwendete Primer und Sonden 

In der nachfolgenden Tabelle 1 sind die verwendeten Primer und Sonden dargestelit sowie deren zugehorige hochkon- 
60 servierte Region, Position im Genom und das mit Primerpaaren hergestellte Amplifikarionsprodukt. 
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Tabelle 1 



Primer 

SK 462 * 
SK 431 * 
SK 102 



RAR 1032* 
RAR 1033* 
RAR 1034' 



GH A2F** 
(SEQ ID NO. 14) 
GH A2R** 
(SEQ ID NO. 15) 
GH A2P** 



Hochkonservierte | Position 
Region 



SEQ ID NO. 8 



1359-1388 (30) 
1474-1500(27) 
1402-1421 (20) 

2961-2992(32) 
3097-3129 (33) 
2997-3031 (35) 

4143-4162(20) 
4180-4205(26) 
4162-4179(18) 



AmpHcon 



142 bp 



169 bp 



63 bp 



GHA3F** 
(SEQ ID NO. 17) 
GH A3R 

(SEQ ID NO. 18) 
GH A3P 

(SEQ ID NO. 19) 


SEQ ID NO. 10 I 


4644-4663 (20) 
4677-4702(26) 
4663-4677(15) 


GH A4F* * I 
(SEQ ID NO. 20) 
GH A4R* * 
(SEQ ID NO. 21) 
GH A4P** 
(SEQ ID NO.22) 


SEQ ID NO. 11 I 


4889-4912(24) 
4932-4951 (20) 
| 4913-4931 (19) 


GH A6F** 
(SEQ ID NO. 23) 
GH A6R** 
(SEQ ID NO. 24) 
GH A6P 

(SEQ ID NO. 25) 


I SEQ ID NO. 13 


| 4412-4437(26) 
4461-4485(25) 
4438-4460(23) 

lizierte primer un« 


Diese Primer smd jeweiis pud 



59 bp 



63 bp 



74 bp 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



Diese rnmer smu now« — 

emsprechend den in T=be..e 1 flenannten hochkonservierten 
Bereichen. 

3 . AmpUfxkationsmix und Thennocycler-ProtokoU to die RT-PCR 

Mastermix 
Endkonzentration im Mastermix 



55 



60 



Reagenzien 

5 x Bicin-Puffer 
MnOAc 

dNTPs (einschlieBlich dUTP) 
Vorwartsprimer 
Ruckwartsprimer (biotinyliert) 
Tth-Polymerase 



lx 

2,5 mM 

200 jjM/600 \M 
0,3 

0,3 \M 

10 Einheiten 



65 



BNSDOCIO: <DE_1 98501 86A1J_> 



DE 198 50 186 A 1 



Reagenzien Endkonzen tration im Mastermix 

UNO 2 Einheiten 

Gesamtvolumen: 100 pi 



Cycler 10 Minuten, 37°C: UNG-Dekontaminierung 

30 Minuten, 60°C, Reverse Transkription 
30 Sekunden, 95°C: Denaturierung 
10 5 Zyklen 15 Sekunden, 95°C: Denaturierung 

20 Sekunden, 50°C: Hybridisieren/Elongation 
30 Zyklen 15 Sekunden, 94°C: Denaturierung 

20 Sekunden, 60°C: Hybridisierung/Elongation 
7 Minuten, 72°C: endgiiltige Elongation 
15 Halten bei 50°C 



4. Detektion 

20 Die gesamte Detektionsreaktion erfolgte voll automausiert mit Hilfe eines Elecsys® 1010-Analyse-Automaten. 

Zunachst wurden 10 ul Amplifikat und 35 pi Denaturierungslosung (BM-ID-Nr. 1469053, Boehringer Mannheim) 
entnommen. In einem ReaktionsgefaB wurde fur 5 Minuten bei 37°C inkubiert, und dann wurden 120 ul Hybridisie- 
rungslosung (BM-ID-Nr. 1469045, Boehringer Mannheim versetzt mit 25 ng/ml Ruthenium-markierter Sonde) hinzuge- 
geben. Es wurde wiederum fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Dann wurden 35 ul einer Elecsys® SA Magnetbeadlosung 

25 hinzugegeben (BM-ID-Nr. 1719556, Boehringer Mannheim). Die Losung wurde fur 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Die 
Eiektrochemilumineszenz von 120 ul des Reaktionsgemisches wurde in der Elecsys® 1010-Messzelle gemessen. Zur 
Hybridisierung wurden die entsprechenden Ruthenium-markierten Sonden laut Tabelle 1 verwendet. 



5. Ergebnisse 

30 

Ergebnis (ECL-counts x 100) 





Templat 


SK-Primer 


RAR-Primer 


GH-A2 


GH-A3 


GH-A4 


GH-A6 


35 


HIV 1 5000 Kopien/ml 


5763 


294 


5786 


4209 


7981 


6809 




HIV 1 500 Kopien/ml 


626 


38 


724 


466 


899 


999 




HIV 1 50 Kopien/ml 


184 


14 


86 


164 


117 


122 




HIV 1 5 Kopien/ml 


58 


9 


13 


27 


25 


10 


40 


HIV 1 .5 Kopien/ml 


49 


9 


14 


32 


14 


10 




HIV-negatives Plasma 


70 


9 


22 


38 


16 


11 




HCV-positives Plasma 


49 


9 


5 


58 


16 


10 




HBV-positives Plasma 


37 


9 


5 


81 


17 


io 


45 


Wasser 


12 


9 


16 


35 


15 


10 



Die Signale der neuen Primer zeigen gegenuber den Referenzen eine ahnliche Sensitivitat Es erfolgt eine sehr gute Si- 
gnalabstufung innerhalb der Verdunnungsreihe. 

Der erhohte Background bei den Primerpaaren SK und GH-A3 ist vermutlich auf ein nicht optimales Amplifikations- 
50 protokoll zuruckzufuhren. 
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60 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALLGEMEIKE ANGABEN : 

(i) Boehringar Mannheim « ^ 

(B) STRASSE : Sandhofer Strasse 112-132 

(C) ORT: Mannheim-Walaftor 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 

__ T ^ Wol _ p r i m er und Sonden zum Nachweis 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Neue Prxmer un 

HIV 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 25 

(iv) COMPUTER- LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy - 
<B) COMPUTER: IBM PC compatible 
C BETRIEBSSYSTEM : PC-DOS/MS-DOS Version #1 . 30 (EPA) 
<D) SOFTWARE: Patent In Release , 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

<i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 62 Basenpaare 

(B) ART: Nuoleotid 

(C) STRANGFORM: bexdes 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1. 

CTTGCCTTGA GTGCTTCAAG TAGTGTGTGC 
AGGGAACCCA CTGCTTAAGC CTCAATAAAG CTTGC CTTvi A 

cc 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) liANGE : 62 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO; 2: 
TX^CTAOC — * TGGQTGCGAG »»» ™"«« 



GA 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LfiNGE: 62 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

CC) STRANGFORM: bexdes 
(D) TOPOliOGIE: linear 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
ATTTTAAAAG CATTGGGACC AGCGGCTACA CTAGAAGAAA TGATGACAGC ATGTCAGGGA 
5 GT 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 
io (A) LANGE: 54 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 

15 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

20 

CTAAAGGAAG CTCTATTAGA TACAGGAGCA GATGATACAG TATTAGAAGA AATG 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO : 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
25 (A) LANGE: 59 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGPORM: beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 

30 



35 



40 



45 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
TGGAAAC CAA AAATGATAGG GGGAATTGGA GGTTTTATCA AAGTAAGACA GTATGATCA 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 65 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

50 

ACTGT AC CAG TAAAATTAAA GCCAGGAATG GATGGCCCAA AAGTTAAACA ATGGC CATTG 
ACAGA 

55 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LfiNGE: 53 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: beides 
60 (D) TOPOLOGIE: linear 
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Cxi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ^ TAG 

caatacatgg atgatttgta tgtaggatct gacttagaaa 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
k (A) laANGE: 77 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(?) STRANGFORM: beides 

(3 loPOLOGIE: linear 




SEQ ID NO: 8: 



AAGGAAAAGG TCTATCTGGC ATGGGTACCA 



GTAGATAAAT TAGTCAG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

<» ^rS^^enpaare 

(D) TOPOLOGIE: linear 



COCTCTCT ^XCC .MM— »» 



ACTGTAG 

(2) fiHGABEK ZD SEO ID »= 

{1! SiSSKTSta- 

5) TOPOLOGIE: linear 



CAGGAATTTG GAATTCCCTA CAATCCCCAA 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11: 

(B> ART: Nucleotid 

(?) STRANGFORM: beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 



{xi ) SEQ UENZBESCHREIBUNG: SEQ ID KO: 11. 
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AAAATTCAAA ATTTTCGGGT TTATTACAGG GACAGCAGAA ATCCACTTTG GAAAGGACCA 60 
GCAAAGCTCC TCTGGAAAGG TGAAGGGGCA GTAGTAATAC A 101 
5 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 62 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

10 (C) STRANG FORM : beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 12: 
AGGGATTATG GAAAACAGAT GGCAGGTGAT GATTGTGTGG CAAGTAGACA GGATGAGGAT 60 

TA 62 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 97 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 13: 
TGGCAACTAG ATTGTACACA TTTAGAAGGA AAAGTTATCC TGGTAGCAGT TCATGTAGCC 60 
AGTGGATATA TAGAAGCAGA AGTTATTCCA GCAGAAA 97 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 14: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) L&NGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
45 (D) TOPOLOGIE: linear 



50 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 14: 
TACCTGGCAT GGGTACCAGC 
55 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 26 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
60 (D) TOPOLOGIE: linear 



65 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15: 
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GACTAATTTA TCTACTTGTT CATTTC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzel Strang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBXJNG: SEQ ID NO: 16: 
CACACAAAGG AATTGGAG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 17: 
TTTGGAATTC CCTACAATCC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LftNGE: 26 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18: 
AATTCTTTAT TCATAGATTC TACTAC 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 15 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19: 
CCCAAAGTCA AGGAG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20: 
(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 
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(A) LANGE: 24 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



10 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20: 

TCAAAATTTT CGGGTTTATT ACAG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 21: 

15 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 20 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
20 <D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21: 
AGCTTTGCTG GTCCTTTCCA 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22: 

30 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 19 Basenpaare 

(B) ART : Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
35 (D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22: 
GGACAGCAGA AATCCACTT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 26 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23: 
GCAACTAGAT TGTACACATT TAGAAG 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 24: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 25 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



14 



RM«;nnr.irv ^np ioRsm«ftAi i * 



DE 198 50 186 A 1 



\ 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24: y 
CTTCTATATA TCCACTGGCT ACATG 25 

5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE : 23 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid l0 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25: 



GAAAAGTTAT CCTGGTAGCA GTT 23 



15 



20 



40 



d- 45 



Patentanspriiche 

1. Verfahren zum subtyp- und/oder speziesubergreifenden Nachweis von NukleinsSuren von Hl-Viien in einer ^ 

Hybridising der Nukleinsauren mit einer OUgonukleotidkombination, umfassend zwei oder mehr mit ffl^Nu- 
SeiSTs^zinsch hybridisierende Oligonucleotide, die jeweits mindestens 10 aufeinanderfolgende NukleoUde 

31,5 (i) einer hochkonservierten Region der LTR-Region, des gag-Gens oder des pol-Gens von HIV, dargestellt 
durch eine der in SEQ ID NO: 1 bis 13 angegebenen Sequenzen, 
fii"> einer entsorechenden Region eines anderen HI- Virusisolats, 

(Hi) ^r S^rechenden Region einer aus mehreren Hl-Vmisisolaten abgeleiteten Konsensussequenz, 
oder dazu komplementaren Sequenzen enthalten, und 

Durchfuhrung eines Amplifikationsschrittes. ...... c „. 3S 

2 VerfaHren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es die Schntte umfaBt: „,.,.. 

der Sigonukleotide mit in der Probe vorhandenen HIV-Nukleinsauren ans HIV-1 oder/ ""d fflV-2 erfolgt, 
ft) Beftimmen des Vorhandenseins und/oder der Menge von HIV-Nukleinsauren in der Probe 
3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB eine einzige Ohgonukleotidkombmation ver- 

r vSaSen nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB zur Amplifikation von H^-Nukleinsauren 

e«L OlLonukl«)tid, das mindestens 10 aufeinanderfolgende Nukleotide aus einer Sequenz nach Anspruch 1(0, 

stellt durch eine der in SEQ ID NO: 1 bis 13 angegebenen Sequenzen, 
ry^T^^^^X^ gekennzeichnet, daB 

die oSoSukleotide so ausgewahlt werden, daB mindestens 7 der Subtypen von HIV-1, ausgewahlt aus den Subty- 
P^nXs cIdTe;?, G, H und O mindestens 2 der Subtypen vonHTV-2, ausgewahlt aus den Subtypen A, B, C und 

1 VeSaSn^S Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB zum Nachweis mindestens zwei Oligonukleotide ver- 

SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 12 und 13 angegebenen Sequenzen, 
(ii) einer entsprechenden Region eines anderen ffl- Virusisolats, 

(Si) einer entsprechenden Region einer aus mehreren HI- Virusisoiaten stammende Konsensusseqnenz, 

dadurch gekennzeichnet, daB zum speziesubergreifenden Nach- 65 
IJXS£^SZ daB mindLens 7 der Subtypen VO n H^^^^J. d« 

Subtypen A B, C, D, E, F, G, H und O, sowie zusatzlich mindestens einer der Subtypen von HIV-2, ausgewahlt aus 
den Subtypen A, B, C und D detektiert werden. 



50 



55 



15 



BNSDOCID: <DE_1 98501 86A1_L> 



DE 198 50 186 A 1 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB zum Nachweis mindestens zwei Oligonukleotide ver- 
wendet werden, die jeweils mindestens 10 aufeinanderfolgende Nukleotide aus 

(i) 

einer hochkonservierten Region des UTR, gag- Gens oder pol-C3ens von HTV, dargestellt durch eine der in 
SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 7, 9, 10 und 13 angegebenen Sequenzen, 
5 (ii) einer entsprechenden Region eines anderen Hl-Virusisolats, 

(iii) einer entsprechenden Region einer aus mehreren Hl-Virusisolaten stammenden Konsensussequenz, 
oder dazu komplementaren Sequenzen enthalten. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Oligonukleotide die in 
SEQ ID NO. 14 bis 25 angegebenen Sequenzen aufweisen oder enthalten. 

10 11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens ein Oligonu- 

kleotid eine oder mehrere Markierungen aufweist 

12. Oligonukleotid, dadurch gekennzeichnet, daB es mindestens 10 aufeinanderfolgende Nukleotide aus 

(i) einer hochkonservierten Region des pol-Gens von HIV, dargestellt durch eine der in SEQ ID NO: 4, 5, 9 
oder 10 angegebenen Sequenzen, 
15 (ii) einer entsprechenden Region eines anderen Hl-Virusisolats, 

(iii) einer entsprechenden Region einer aus mehreren Hl-Virusisolaten stammenden Konsensussequenz, 
oder dazu komplementaren Sequenzen, oder eine der in SEQ ID NO: 14 bis 25 dargestellten Sequenzen enthalt. 

13. Oligonukleotid nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB es 10 bis 80 Nukleotide urnfaBt. 

14. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, daB es an seinem 3-Ende keine 
20 Mismatches mit Nukleinsauren der Subtypen A, B, C, D, E, F, G, H und O von HIV-1 und der Subtyen A, B, C und 

D von HIV-2 aufweist 

15. Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 12 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB es eine oder mehrere Mar- 
kierungen aufweist. 

16. Kombination von mehreren Oligonukleotiden, umfassend mindestens zwei Oligonukleotide, dadurch gekenn- 
25 zeichnet, daB die mindestens zwei Oligonukleotide jeweils mindestens 10 aufeinanderfolgende Nukleotide aus 

(i) derselben hochkonservierten Region der LTR-Region, des gag-Gens oder des pol-Gens von HTV, darge- 
stellt durch eine der in SEQ ID NO: 1 bis 13 angegebenen Sequenzen, 

(ii) einer entsprechenden Region eines anderen Hl-Vtrusisolats, 

(iii) einer entsprechenden Region einer aus mehreren Hl-Virusisolaten abgeleiteten Konsensussequenz, 
30 oder dazu komplementaren Sequenzen enthalten. 

17. Kombination von mehreren Oligonukleotiden, umfassend mindestens zwei Oligonukleotide, ausgewahlt aus 
den Oligonukleotiden nach einem der Anspriiche 12 bis 15, und gegebenenfalls weitere Oligonukleotide, welche je- 
weils eine fur einen einzigen Subtyp von HIV-1 und/oder HTV-2 spezifische Sequenz enthalten, wobei die Gesamt- 
heit der Oligonukleotide einen subtyp- und/oder speziesubergreifenden Nachweis von Hl-Viren erlaubt 

35 18. Reagenzienkit, umfassend ein Oligonukleotid nach einem der Anspriiche 12 bis 15 oder eine Oligonukleotid- 

kombination nach Anspruch 16 oder 17 als Primer und/oder Sonden zum Nachweis von Hl-Viren oder deren Nu- 
kleinsauren, sowie zur Durchfuhrung einer Hybridisierung und Amplifikation von Nukleinsauren in einer Probe ge- 
eignete MitteL 

19. Verwendung von Oligonukleotiden oder Oligonukleotidkombinationen nach einem der Anspriiche 12 bis 17 als 
40 Primer und/oder Sonden zum subtyp- und/oder speziesubergreifenen Nachweis von Hl-Viren. 



45 



50 



55 



60 



65 
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